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Epilepsia é doença neurológica comum que se manifesta clinicamente por 
convulsões recorrentes. Indivíduos com epilepsia refratária a medicações são 
candidatos a cirurgia. Esclerose hipocampal (EH) é a alteração histopatológica 
mais frequente em pacientes com epilepsia de lobo temporal (ELT) e se 
caracteriza por perda neuronal e gliose no hipocampo. Em 2013, a Liga 
Internacional Contra a Epilepsia (ILAE) propôs classificação histopatológica para 
a EH visando melhor reprodutibilidade diagnóstica entre diferentes instituições e 
obter dados clínico-patológicos preditivos de resposta terapêutica e evolução. 
Além disso, pesquisas sobre EH tem utilizado não só espécimes cirúrgicos de 
pacientes, mas também modelos animais. Através de diferentes abordagens 
experimentais, investigam-se fatores etiopatogênicos, alterações celulares e/ou 
moleculares no hipocampo, além de possíveis marcadores biológicos preditivos 
de evolução clínica. Recentemente, alguns pesquisadores, através de 
proteômica baseada em espectrometria de massas, utilizaram hipocampos de 
modelo experimental de ELT induzida por estimulação elétrica e identificou a 
subunidade beta da ATP sintase mitocondrial (ATP5B) e ATPases de membrana 
como potencialmente associadas com epilepsia. No presente estudo, 
investigamos a expressão e distribuição tecidual da ATP5B e da subunidade alfa-
3 da ATPase da bomba sódio/potássio (ABSPα3), proteína associada com 
distúrbios da excitabilidade em doenças neuromusculares, em hipocampos 
humanos ressecados “en bloc” para tratamento cirúrgico de EH. Além disso, visto 
que tais análises foram realizadas em amostras obtidas em serviço brasileiro 
referência para tratamento cirúrgico de epilepsia, descrevemos a frequência de 
perda celular e gliose nos hipocampos destes indivíduos, classificando-as 
conforme a nova proposta da ILAE. Foram analisados retrospectivamente 
espécimes de indivíduos submetidos a amigdalohipocampectomia no Hospital 
de Clínicas da Unicamp entre 2013 e 2017 (n=15). Hipocampos de indivíduos 
autopsiados sem histórico de doença neurológica foram utilizados como controle 
(n=10). Cortes histológicos foram obtidos e submetidos a coloração histológica 
(hematoxilina-eosina, HE) e reações de imunoistoquímica foram realizadas com 
os seguintes anticorpos: NeuN, MAP2, GFAP, ABSPα3 e ATP5B. A perda 
neuronal foi avaliada através da contagem neuronal dos quatro setores 
hipocampais (CA1, CA2, CA3 e CA4) e no giro denteado (GD), utilizando-se 
cortes corados em HE ou imumarcados para NeuN e MAP2. Para a análise da 
imunomarcação das proteínas ABSPα3 e ATP5B e de GFAP, marcador de 
resposta astrocitária, utilizou-se o programa ImageJ® para avaliação dos 
campos histológicos fotografados. Em todos os casos, observou-se perda 
neuronal significativa nos quatro setores, predominando em CA1 e CA4. No GD 
observou-se perda celular significativa e dispersão de células granulares. Gliose 
foi mais intensa em CA1. Todas as amostras foram classificadas como EH ILAE 
Tipo 1 (maior perda celular em CA1 e CA4). O predomínio deste tipo é similar ao 
descrito na literatura. Em relação às imunomarcações para GFAP, ABSPα3 e 
ATP5B, verificou-se diminuição significativa da distribuição tecidual da última 
proteína nos casos de EH. Tal fato sugere que a alteração do metabolismo 
oxidativo possa participar da perda celular característica da EH em humanos, à 
semelhança do que se infere em modelo experimental durante o processo de 
instalação desta lesão no hipocampo. 
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Epilepsy is a common neurological disease presenting with recurrent seizures. 
Individuals with refractory epilepsy are candidates for surgery. Hippocampal 
sclerosis (HS) is the most frequent histopathological alteration in patients with 
temporal lobe epilepsy (TLE) and is characterized by hippocampal neuronal loss 
and gliosis. In 2013, the International League Against Epilepsy (ILAE) presented 
a histopathological classification for HS, aiming at better diagnostic reproducibility 
among different institutions and yielding clinical-pathological data predictive of 
therapeutic response and outcome. Additionally, research on HS has used not 
only surgical specimens of patients but also animal models. Through different 
experimental approaches, it is possible to investigate etiopathogenic factors, 
cellular and/or molecular changes in the hippocampus, as well as possible 
biological markers predictive of clinical outcome. Recently, researchers used 
mass spectrometry-based proteomics to study the hippocampus of rats in a 
model of TLE induced by electrical stimulation. The beta subunit of mitochondrial 
ATP synthase (ATP5B) and membrane ATPases were potentially associated with 
epilepsy. Here, we investigated the tissue expression and distribution of ATP5B 
and sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 (NKAα3) in human 
hippocampus resected (“en bloc”) for treatment of HS. The latter protein is a 
membrane ATPase associated with epileptiform activity in murine hippocampus 
and neural excitability disorders. In addition, since such analyzes were performed 
on samples obtained at a Brazilian reference center for surgical treatment of 
epilepsy, we described the frequency of hippocampal cell loss and gliosis in these 
individuals in accordance with the last ILAE criteria for HS classification. We 
analyzed specimens of patients submitted to amygdalohippocampectomy at our 
institution between 2013 and 2017 (n = 15). Hippocampus obtained from 
autopsied individuals without history of neurological disease were used as 
controls (n = 10). Histological sections were submitted to routine staining 
(hematoxylin and eosin, H&E) or immunohistochemical reactions for NeuN, 
MAP2, GFAP, NKAα3 and ATP5B. Neuronal loss was evaluated by counting 
neurons in each of the hippocampal sectors (CA1, CA2, CA3 e CA4) and dentate 
gyrus (DG) in sections stained with H&E or immunostained with NeuN or MAP2 
antibodies. Immunostainings for NKAα3, ATP5B or GFAP, an astrocyte response 
marker, were performed by using the ImageJ® software. In all cases, significant 
neuronal loss was observed in the four sectors and DG, mainly in CA1 and CA4. 
Granule cell dispersion was also observed in DG. Gliosis was more intense in 
CA1. All samples were classified as ILAE HS Type I (predominant cell loss in 
CA1 and CA4). These data are similar to those described by other authors. 
Regarding immunostainings for GFAP, NKAα3 and ATP5B, there was a 
significant decrease in the tissue distribution of the latter but not the other proteins 
in HS cases. This finding suggests that changes in oxidative metabolism may 
take part in the cellular loss characteristic of human HS. 
 
Keywords: epilepsy; hippocampal sclerosis; proteomics; immunohistochemistry; 
mitochondrial ATP synthase; sodium/potassium ATPase. 
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1.1. Definições e epidemiologia  
 Epilepsia é uma doença encefálica definida por uma das seguintes 
condições: pelo menos duas crises não-provocadas (ou reflexas) ocorrendo em 
intervalo maior de 24 horas; uma crise não-provocada (ou reflexa) e uma 
probabilidade de crises subsequentes semelhante ao risco geral de recorrência 
(pelo menos de 60%) após duas crises não provocadas, ocorrendo nos próximos 
10 anos; ou diagnóstico de uma síndrome epiléptica (ex: Epilepsia Benigna da 
Infância com Pontas Centrotemporais).  É a doença neurológica mais comum, 
acometendo indivíduos de qualquer faixa etária, sendo considerada pela 
Organização Mundial da Saúde (OMS) como um problema de saúde pública. De 
fato, de acordo com dados desta Organização, mais de 50 milhões de pessoas 
em todo o mundo apresentam esta doença, sendo que aproximadamente 80% 
dos indivíduos estão em regiões em desenvolvimento. Destes últimos, 50 a 75% 
não recebem tratamento adequado, seja por dificuldades de acesso às opções 
de tratamento disponíveis, baixa prioridade nas políticas de saúde locais e/ou 
falta de treinamento dos profissionais de saúde com relação ao diagnóstico e 
conduta (1,2). 
 A epilepsia pode resultar de diversas condições patológicas e se 
manifestar clinicamente através de crises epilépticas recorrentes com diferentes 
formas de apresentação. Na maior parte dos casos, o tratamento clínico tem bom 
prognóstico, sendo que ao redor de 75% dos pacientes apresentam bom controle 
das crises com o uso de medicações (incluindo remissão). No entanto, 30% dos 
indivíduos com epilepsia não respondem ao tratamento clínico farmacológico 
(epilepsia refratária), sendo que parte deles são candidatos a intervenção 
cirúrgica (3). 
A esclerose hipocampal (EH) é a alteração histopatológica mais 
frequentemente diagnosticada em espécimes cirúrgicos de pacientes com 
epilepsia de lobo temporal (ELT) refratária ao tratamento medicamentoso. No 
entanto, a incidência e prevalência exatas de EH ainda permanecem 
desconhecidas. Em algumas séries de estudo, são descritos valores ao redor de 
70% dos casos de ELT que foram submetidos a tratamento cirúrgico (4). Outros 
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autores reportaram que 33.6% dos indivíduos que passaram por procedimento 
neurocirúrgico para controle de epilepsia tiveram o diagnóstico de EH (5). 
Na ELT, os sinais e sintomas clínicos clássicos resultam mais 
frequentemente do comprometimento da região mesial do lobo temporal, a qual 
inclui o hipocampo (6,7,8). Especificamente, na ELT com EH, o início das crises 
ocorre a partir do final da primeira ou durante a segunda década de vida. Parece 
haver forte associação tanto com início das crises na infância quanto com 
antecedente pessoal de crises febris. No entanto, não se identifica predileção 
por sexo. Nas crises podem ser observadas alterações comportamentais e de 
consciência, bem como manifestações autonômicas e automatismos, além de 
auras epigástricas. Generalizações secundárias das crises não são comuns 
(9,10,11,12). Estudos eletroencefalográficos, em geral, evidenciam um dos lobos 
temporais como sendo a origem das descargas neuronais anômalas que 
desencadeiam as crises. Porém, alteração da atividade elétrica nos dois lobos 
temporais pode ser verificada (13,14,15). 
 
1.2. Hipocampo 
Em condições normais, o hipocampo humano apresenta diferentes 
regiões anatômicas e tipos celulares, cujas relações funcionais são 
extremamente complexas e parcialmente conhecidas, estando relacionadas ao 
menos com formação da memória de curto prazo e espacial. Resumidamente, 
os neurônios hipocampais se dispõem em setores, cada um com organização 
arquitetural característica, denominados CA1, CA2, CA3 e CA4. Tais setores se 
posicionam ao redor de uma outra estrutura em forma de “C” denominada giro 
denteado, a qual é constituída por neurônios pequenos densamente agrupados 
(Figura 1). No espaço delimitado pelo giro denteado, dispõem-se os neurônios 
que correspondem ao setor CA4 (também conhecido como hilo do giro 
denteado). A maior parte destes neurônios é de tamanho grande, formato 
poligonal e distribuição difusa pelo hilo; a minoria corresponde a neurônios 
menores, irregularmente distribuídos. O setor CA3 estende-se a partir do hilo do 
giro denteado e é constituído por neurônios de formato piramidal (triangular) ou 
oval, mais densamente agrupados que os neurônios de CA4. O setor CA2 é 
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constituído essencialmente por neurônios piramidais, os quais apresentam a 
distribuição mais compacta em comparação com os demais setores 
hipocampais. Por fim, o setor CA1 é constituído também por neurônios 
piramidais, geralmente menores e com organização mais dispersa quando 
comparados com aqueles dos outros setores (16). 
 Em relação às conexões do hipocampo, sabe-se que estas são 
extremamente complexas e parcialmente compreendidas.  As vias aferentes 
principais são formadas por conexões neuronais, que incluem, sucessivamente, 
a área entorrinal, o giro denteado, setores CA3 e CA1 do hipocampo e o 
subículo.  A origem está na zona entorrinal, que recebe informações corticais, 
particularmente áreas de associação, tálamo e núcleo amigdalóideo. Da zona 
entorrinal partem dois tipos de fibras para o hipocampo: a via alvear e a via 
perfurante. A via alvear origina-se da parte medial da zona entorrinal e atinge o 
stratum oriens do corno de Ammon através do alveus.  A via perfurante é a 
principal aferência ao hipocampo, composta por fibras glutaminérgicas 
excitatórias. Recebe esta denominação porque perfura o subículo para atingir o 
hipocampo, onde suas fibras têm duas terminações possíveis: uma no giro 
denteado e outra no hipocampo. A maior parte das fibras da via perfurante chega 
à camada molecular do giro denteado após atravessar o sulco hipocampal. Nos 
dois terços externos da camada molecular fazem sinapse com dendritos das 
células granulares. O giro denteado é a próxima conexão na via aferente. Os 
axônios dos neurônios granulosos (fibras musgosas) são glutaminérgicos, 
atravessam a camada polimórfica e estimulam dendritos de neurônios 
localizados em CA3 e CA4. Os axônios de CA3 e CA4 entram no alveus, e depois 
na fímbria, a principal via de eferência do hipocampo. Antes, emitem colaterais 
(colaterais de Schaffer), que atingem os dendritos apicais dos neurônios 
piramidais de CA1 (17). 
 Além disso, alguns autores consideram a existência de uma via 
suplementar, pela qual axônios de CA1, via alveus, produzem colaterais que 
atingem o subículo. Este corresponderia a fibras glutaminérgicas que formam 
parte substancial das fibras do alveus e fímbria.  A via eferente principal segue 
pelo fórnix e atinge o núcleo talâmico anterior, diretamente ou através dos corpos 
mamilares e fascículo mamilo-talâmico.  Do tálamo, outras vias atingiriam o 
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hipotálamo e córtex cerebral, particularmente o giro do cíngulo.  Por sua vez, o 
giro do cíngulo projeta aferências diretamente para o hipocampo, além de para 
os lobos temporal e pré-frontal (17).  
 São descritos, ainda, circuitos reguladores. Os circuitos reguladores 
internos têm como elemento básico interneurônios gabaérgicos inibidores, que 
formam terminações “em cesto” (do inglês, basket neurons) em torno dos 
neurônios piramidais do hipocampo e das células granulares do giro denteado. 
Estes neurônios “em cesto” são estimulados por colaterais dos próprios 
neurônios piramidais e, por sua vez, os inibem. O mesmo ocorre no giro 
denteado, onde os neurônios “em cesto” são estimulados por colaterais das 
fibras musgosas, que são os axônios dos neurônios granulares. Admitem-se, 
ainda, vários circuitos envolvendo outros neurotransmissores, que seriam 
distintos entre as espécies animais. Há, por fim, circuitos reguladores externos, 
envolvendo estruturas extrahipocampais, particularmente os núcleos septais, o 
hipocampo contralateral (via comissura anterior) e comissura do fórnix. 
Especificamente, os terminais de fibras septais são estruturas colinérgicas, 
excitatórias, e atuariam sobre neurônios piramidais e granulosos, direta ou 
















Figura 1. Anatomia microscópica do hipocampo humano (Hematoxilina e eosina). 
CA1-CA4, setores hipocampais. As linhas pretas evidenciam estimativas de limites 
anatômicos entre os setores. Barra de escala = 0,5 cm (Extraído de 
http://anatpat.unicamp.br/bineuhipocamponlhe.html). 
 
1.3. Classificação da EH  
 Do ponto de vista histopatológico, no espécime cirúrgico do hipocampo 
ressecado devido a ELT por EH, evidenciam-se classicamente perda neuronal e 
reação astrocitária (gliose) em uma ou mais região hipocampal. A gliose 
corresponde a reação celular inespecífica, caracterizada por hipertrofia e/ou 
hiperplasia de astrócitos, secundária a estímulos lesivos ao tecido do sistema 
nervoso central (18). Ainda, considerando a análise do hipocampo removido 
cirurgicamente devido a EH, a Liga Internacional de Combate a Epilepsia (ILAE) 
apresentou recentemente uma proposta para classificar a EH em diferentes 
tipos. Esta classificação se baseia em avalição histopatológica semi-quantitativa 
que pode ser utilizada por neuropatologistas de diferentes serviços com 
programa de cirurgia da epilepsia (19). O Tipo 1 é o mais comum, 
correspondendo a cerca de 60 a 80% dos casos relatados, e se caracteriza por 
perda celular mais severa em CA1 e CA4 (mais de 80% e de 40 a 90% de perda, 
respectivamente). A redução de células piramidais nos outros setores é mais 
variável (CA2: 30 a 50%; CA3: 30 a 90%). O Tipo 2, também definido como 




comprometimento preferencial de CA1 (perda de quase 80% das células 
piramidais). Nas outras regiões, a diminuição do número de células é menor 
(CA2: < 20%; CA3: < 20%; CA4: < 25%). O Tipo 3, também definido como 
“Predominante em CA4”, é incomum (4 – 7.4% dos indivíduos operados) e se 
caracteriza por perda celular mais importante em CA4 (cerca de 50% das células 
piramidais). Nos outros setores, a redução celular é moderada (CA1: < 20%; 
CA2: < 25%; CA3: < 30%). Há, além destes, um último tipo definido como “Sem-
EH / Somente gliose”, o qual ocorre em cerca de 20% de todos os casos 
operados e não apresenta diferença na densidade celular neuronal, com relação 
a hipocampos obtidos de pacientes autopsiados de faixa etária correspondente. 
Neste caso, o achado morfológico é gliose variável, a qual estaria relacionada 
com inflamação e estimulação glial no contexto de modulação ou 
desencadeamento das crises. A avaliação semi-quantitativa associada com cada 
um dos tipos de EH propostos pela ILAE está apresentada na Tabela 1. 
Finalmente, outro objetivo desta classificação é ser um instrumento com 
reprodutibilidade suficiente para permitir a obtenção de dados clínico-patológicos 
a partir de diferentes centros de tratamento de epilepsia e, desta forma, poder 
prever a evolução pós-operatória de pacientes com ELT. Neste sentido, análises 
iniciais da ILAE evidenciaram que pacientes com o Tipo 3 de EH tiveram um 
período de duração mais curto de epilepsia, em comparação com aqueles dos 
Tipos 1 e 2. Indivíduos com EH Tipo 1 apresentaram melhor evolução após o 
tratamento cirúrgico (60 a 80% ficaram livres de crises 1 a 2 anos após a 
cirurgia), com relação àqueles indivíduos com os Tipos 2 ou 3 (19). 
Além da perda celular e gliose, a dispersão de células granulares (DCG) 
também pode ser observada em cerca de 50% dos casos de ELT. A DCG é 
evidenciada por (i) alargamento da camada formada pelas células granulares do 
giro denteado (acima de dez camadas), (ii) limites mal-definidos com relação à 
camada molecular do giro denteado e (iii) presença de células granulares 
ectópicas separadas da camada principal do giro denteado por neurópilo. A DCG 
é achado variável nos diferentes tipos de EH (Tabela 1). Até o presente, estudos 
de correlação clinico-patológica não demonstraram valor preditivo da DCG com 





 Padrão de perda neuronal e gliose nos setores 
Classificação 
EH Tipo 1 
 
 
EH Tipo 2 
“Predominante 
em CA1” 






CA1 2 1 – 2 0 – 1 0 
CA2 0 – 2 0 – 1 0 – 1 0 
CA3 0 – 2 0 – 1 0 – 1 0 
CA4 2 0 – 1 1 – 2 0 
GD 0 – 2 0 – 1 0 – 2 0 – 1 
Tabela 1. Classificação da Liga Internacional de Combate a Epilepsia (ILAE) para 
a esclerose hipocampal. Avaliação microscópica semi-quantitativa baseada em 
espécime cirúrgico ressecado “enbloc”, fixado em formalina, emblocado em parafina e 
com espessura de corte entre 4 e 7 μm. Para a perda neuronal (avaliada em material 
com imunomarcação para NeuN (do inglês, Neuronal Nuclei) e gliose (avaliada em 
material com imunomarcação para GFAP (proteína glial ácida fibrilar), o sistema de 
escore definido para CA1 – CA4 é: 0 = sem perda neuronal óbvia ou apenas gliose 
moderada; 1 = perda neuronal e gliose moderadas; 2 = perda neuronal intensa (maioria 
dos neurônios perdida) e gliose fibrilar. Para o giro denteado, o escore é: 0 = camada 
de células granulares normal; 1 = camada de células granulares com dispersão (pode 
ser focal); 2 = camada de células granulares com intensa perda celular (pode ser focal). 
EH: esclerose hipocampal; CA1 – CA4: setores hipocampais; GD: giro denteado; 
(Adaptado de Blümcke et al., 2013) (19). 
 
1.4. Alterações moleculares na EH 
Pesquisas sobre ELT/EH tem utilizado não só espécimes cirúrgicos de 
pacientes, mas também modelos animais. Através de diferentes abordagens 
experimentais, investigam-se fatores etiopatogênicos/epileptogênicos, 
alterações celulares e/ou moleculares no hipocampo, além de possíveis 
marcadores biológicos preditivos de evolução clínica. Especificamente, modelos 
experimentais de ELT induzidos por agentes químicos (como a pilocarpina) em 
roedores forneceram dados neuropatológicos similares àqueles verificados em 
pacientes com ELT, porém com danos teciduais extensos, isto é, 
comprometendo outras estruturas do sistema nervoso central além do 
hipocampo (24,25). No entanto, em 2010, Norwood et al. (26) descreveram um 
modelo animal de ELT em que se induzem danos teciduais mais restritos ao 
hipocampo. O modelo baseia-se em estimulações elétricas restritas e 
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consecutivas na via perfurante, a principal aferência ao hipocampo. Desta forma, 
estes autores permitiram uma reprodução experimental mais semelhante do 
padrão de EH e crises recorrentes que se verificam em pacientes com ELT. 
  Recentemente, nosso grupo de pesquisa estudou, através de proteômica 
baseada em espectrometria de massas, hipocampos de modelo experimental de 
ELT induzida por estimulação elétrica e identificou a subunidade beta da ATP 
sintase mitocondrial (ATP5B) e ATPases de membrana como potencialmente 
associadas com epilepsia.  
Recentemente, Canto et al. (27), utilizando técnicas de proteômica 
baseada em espectrometria de massas, estudaram proteínas diferencialmente 
expressas no giro denteado dorsal e ventral do hipocampo no modelo 
experimental de ELT em que se utilizam ratos induzidos pela estimulação elétrica 
da via perfurante. Após a análise por spectral counting, nas regiões dorsal e 
ventral do giro denteado, tais autores identificaram as proteínas glial ácida fibrilar 
(GFAP), subunidade beta da ATP sintase mitocondrial (ATP5B) e ATPases de 
membrana como potencialmente associadas com epilepsia. A proteína GFAP 
teve sua expressão aumentada, o que foi interpretado como alterações teciduais 
decorrentes não só da estimulação elétrica utilizada no modelo experimental, 
mas também associadas com perda neuronal pelo estímulo lesivo e 
consequentemente gliose. Tais achados estão de acordo com o observado em 
amostras cirúrgicas de hipocampos de pacientes com EH (19). 
Com relação à expressão da proteína ATP5B, Canto et al. (27) verificaram 
baixa expressão na região dorsal do giro denteado. Esta proteína é uma 
subunidade da ATP sintase mitocondrial, a qual sintetiza ATP durante o processo 
de fosforilação oxidativa. Este processo é a principal fonte de ATP em neurônios 
(28). Os resultados no modelo experimental levaram Canto et al. (27) a propor 
que a redução da expressão de proteína envolvida na fosforilação oxidativa seria 
decorrente da perda celular neuronal, portanto um achado relacionado com as 
consequências das crises convulsivas. Por fim, no presente estudo, 
investigamos especificamente a expressão da subunidade alfa-3 da ATPase da 
bomba sódio/potássio (ABSPα3), proteína associada com distúrbios da 
excitabilidade em nervos e atividade epileptiforme em hipocampo de ratos 
(29,30,31). Até onde sabemos, não existem dados prévios sobre a expressão 
21 
 
das proteínas ATP5B e ABSPα3 em espécimes cirúrgicos de pacientes com EH. 
Por isso, no presente estudo, investigamos a expressão e distribuição tecidual 
destas proteínas em espécimes de hipocampo ressecados (“en bloc”) para 
tratamento de EH, comparando com hipocampos obtidos de indivíduos 
submetidos a necropsia sem histórico de doenças neurológicas. Além disso, 
visto que tais análises foram realizadas em amostras obtidas em serviço terciário 
brasileiro referência para tratamento cirúrgico de epilepsia (Hospital das Clínicas 
(HC) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)), descrevemos a 
frequência de padrão de perda celular e gliose nos hipocampos destes 
indivíduos, classificando-as conforme a nova proposta da ILAE. Desta forma, 
pretendemos buscar por novas informações sobre a fisiopatogênese da EH em 
amostras humanas, bem como contribuir com o melhor conhecimento das 










 Avaliar a expressão e distribuição tecidual da ATPase da bomba 
sódio/potássio (subunidade alfa-3) e da ATP sintase mitocondrial (subunidade 
beta) em espécimes cirúrgicos humanos de esclerose hipocampal. 
 
2.2. Específicos 
2.2.1. Realizar descrição clínica dos casos de esclerose hipocampal submetidos 
a cirurgia no HC/Unicamp, entre 2013 e 2017. 
 
2.2.2. Classificar os espécimes cirúrgicos obtidos de pacientes submetidos a 
cirurgia de epilepsia por esclerose hipocampal no HC/Unicamp, entre 2013 e 
2017, de acordo com a proposta mais recente da ILAE.  
 
2.2.3. Avaliar a expressão e a distribuição tecidual da ATPase da bomba 
sódio/potássio (subunidade alfa-3) nos espécimes cirúrgicos obtidos de 
pacientes submetidos a cirurgia de epilepsia por esclerose hipocampal no 
HC/Unicamp, entre 2013 e 2017. 
 
2.2.4. Avaliar a expressão e a distribuição tecidual da ATP sintase mitocondrial 
(subunidade beta) nos espécimes cirúrgicos obtidos de pacientes submetidos a 
cirurgia de epilepsia por esclerose hipocampal no HC/Unicamp, entre 2013 e 
2017. 
 
2.2.5. Correlacionar os achados morfológicos e imunoistoquímicos com dados 
da evolução clínica e resposta ao tratamento com cirurgia, nos casos de 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
O presente estudo se baseia em análise retrospectiva de espécimes 
cirúrgicos obtidos de pacientes submetidos a cirurgia de epilepsia por esclerose 
hipocampal e que tiveram acompanhamento clínico e cirúrgico no Hospital de 
Clínicas (HC) da Unicamp, no período de 2013 a 2017. 
 O material analisado corresponde a cortes histológicos obtidos dos 
espécimes cirúrgicos incluídos em blocos de parafina, os quais estão arquivados 
no Departamento de Anatomia Patológica (DAP) da Faculdade de Ciências 
Médicas (FCM) da Unicamp. Para seleção dos espécimes cirúrgicos, as lâminas 
histológicas já existentes de cada caso foram revistas. Tais lâminas foram 
confeccionadas previamente e avaliadas para elaboração do diagnóstico de 
rotina. As lâminas mais representativas de cada caso foram identificadas e os 
respectivos blocos selecionados para estudo imunoistoquímico.  
 
3.1. Grupos de estudo 
 Foram estudados 25 indivíduos (n=25), divididos em dois grupos: controle 
e com EH. Como controle, foram utilizados hipocampos obtidos de indivíduos 
adultos (n=10) sem doença neurológica de base e sem histórico de crises 
convulsivas/epilepsia, os quais foram submetidos a necropsia no HC/Unicamp.  
Em relação ao grupo com EH, quinze pacientes (n=15) foram 
selecionados. Além disso, foram obtidos dados clínicos destes pacientes através 
de pesquisa nos respectivos prontuários médicos (idade no momento da cirurgia, 
idade de início das crises convulsivas, frequência de crises no período pré-
operatório, antecedente familiar de epilepsia, antecedente pessoal de crise febril 







3.2. Critérios de inclusão 
Pacientes de ambos os sexos, com diagnóstico histopatológico de 
esclerose hipocampal e cujos espécimes cirúrgicos correspondam a ressecção 
“en bloc” (incluindo o nível do corpo do hipocampo) e que estejam contidos em 
blocos de parafina em adequado estado de conservação para realização de 
técnicas histológicas e de imunoistoquímica.  
 
3.3. Critérios de exclusão 
Qualquer paciente com diagnóstico histopatológico de esclerose 
hipocampal, cujas características clínicas, ou do espécime cirúrgico 
correspondente, não sejam contempladas nos critérios de inclusão. 
 
3.4. Processamento histológico e reações de imunoistoquímica 
 Cortes histológicos de 4 μm foram obtidos dos blocos selecionados e 
submetidos a coloração histológica de rotina (hematoxilina-eosina, HE) e reações 
de imunoistoquímica. Especificamente, para estas últimas, os cortes foram 
colocados sobre lâminas histológicas previamente tratadas com 3-aminopropil-
trietoxi-silano (Sigma Chemical Company, EUA). Inicialmente, os cortes foram 
desparafinizados com duas sequências de xilol por 10 minutos cada em 
temperatura ambiente, hidratados em solução de concentrações decrescentes 
etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e lavados em água corrente e destilada. A 
atividade da peroxidase endógena foi inibida utilizando peróxido de hidrogênio a 
10% em cinco incubações de cinco minutos cada, e posteriormente os cortes 
foram lavados em água corrente e água destilada. Após recuperação antigênica, 
os cortes foram lavados em água corrente e destilada, e colocados em solução 
salina tamponada com fosfato (PBS) a 10mM (pH 7,0). Os cortes foram incubados 
com os anticorpos primários diluídos (Quadro 1) em albumina sérica bovina (BSA) 






Após a incubação com os anticorpos primários, os cortes foram lavados em PBS. 
Em seguida, o sistema de detecção contendo o anticorpo secundário e 
peroxidase (EnvisionTM+Dual Link System-HRP® - Dako, cat# K4061 ou 
AdvanceTMHRP® - Dako,cat# K4068; Quadro 2) foi adicionado por 30 minutos 
a 37°. A revelação foi feita com o substrato cromogênico 3,3 diaminobenzidina 
(DAB). Terminada esta etapa, as lâminas foram novamente lavadas com agua 
destilada. As lâminas com os anticorpos NeuN e MAP2 foram contra-coradas 
com Hematoxilina de Mayer durante 5 minutos, desidratadas através de dois 
banhos em solução de etanol a 100%, diafanizadas em xilol com duas trocas e 
montadas em resina (Enthellan®). Já as lâminas com os anticorpos GFAP, 
ABSPα3 e ATP5B não receberam a contra-colaração com a Hematoxilina de 
Mayer.  Controles positivos e negativos da reação de imunoistoquímica foram 
utilizados em todas as reações. 
 
 
Anticorpo primário Clone Diluição Fabricante 
NeuN A60 1:1000 Millipore ® 
MAP2 M13 1:500 Invitrogen® 
GFAP 6F2 1:100 Dako ® 
ABSPα3 XVIF9-G10 1:100 Abcam® 
ATP5B OAAB01752 1:100 Aviva SysBio® 
Quadro 1.  Anticorpos primários. Clones, diluições e fabricantes que foram utilizados 
no estudo imunoistoquímico. 
 
 
Anticorpo Tampão pH Revelação  
NeuN Citrato 6,0 Envision® 
MAP2 Citrato 6,0 Envision® 
GFAP Citrato 6,0 Advance® 
ABSPα3 Citrato 6,0 Advance ® 
ATP5B Citrato 6,0 Advance ® 







3.5. Análise e classificação histopatológicas  
 A perda neuronal foi avaliada através da contagem de neurônios 
utilizando-se lâminas coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) e através de 
imunoistoquímica com os anticorpos para detecção das proteínas neuronais 
NeuN (do inglês, Neuronal Nuclei) e MAP2 (proteína associada aos 
microtúbulos-2). A reação astrocitária nos mesmos espécimes foi estudada 
através de imunomarcação para proteína glial ácida fibrilar (GFAP), um filamento 
intermediário do citoesqueleto de astrócitos. Especificamente, para quantificar a 
perda neuronal foi realizada a contagem de neurônios em 5 campos de grande 
aumento (CGA; objetiva de 40x) em cada um dos nos setores hipocampais (CA1 
ao CA4) e no giro denteado (GD). 
Além disso, os cortes histológicos submetidos a coloração de rotina (HE) 
ou imunomarcação para GFAP foram analisados e classificados, seguindo os 
critérios apresentados pela ILAE (Blümcke et al., 2013) (19). Conforme 
esquematizado na Tabela 1, para esta classificação foram consideradas perda 
celular e gliose nos setores hipocampais CA1, CA2, CA3 e CA4 e no giro 
denteado. Neste último, avaliou-se ainda a presença de dispersão de células 
granulares. 
3.6. Análise das imunomarcações para ABSPα3, ATP5B e GFAP 
3.6.1. Captura de imagens  
 Para mensuração da intensidade da marcação destas proteínas cada 
lâmina de reação imunoistoquímica foi examinada sob aumento de 200x, com 
câmera digital (Axiocam 105 Color, Zeiss) acoplada ao microscópio (Axio 
Lab.A1, Zeiss) e conectada a um computador, permitindo a visualização 
instantânea das imagens no monitor no programa Zen Zeiss. Foram fotografados 
5 campos de cada um dos setores hipocampais (CA1, CA2, CA3 e CA4) e do 
giro denteado, nos dois grupos de estudo, sendo armazenados no formato digital 






3.6.2. Análise da imunomarcação 
Para análise das imagens de imunomarcação (campos fotografados em 
cortes histológicos submetidos à reação imunoistoquímica, sem contracoloração 
com hematoxilina) foi utilizado o programa ImageJ® (versão 1.50i, disponível 
gratuitamente no site do National Institutes of Health-U.S, https://www.nih.gov). 
Neste programa, foi empregada a técnica de processamento para aumento de 
contraste binário (tresholding, na versão original em inglês).  
Através desta técnica, a imagem a ser analisada é inicialmente 
transformada em escala de cinza e, em seguida, convertida em informação 
binária, isto é, preto e branco. Para tal conversão, o operador do software define 
visualmente um ponto de corte na escala de cinza que mantenha, da forma mais 
fidedigna possível, as características da imunomarcação (intensidade e 
contraste com o fundo) observadas nas imagens coloridas. Particularmente, a 
esta escala de cinza correspondem valores numéricos que variam de 0 (preto) a 
255 (branco). Desta forma, valores na escala de cinza abaixo do ponto de corte 
se tornam pretos e, aqueles acima, brancos.  
Especificamente, o processamento das imagens foi realizado através das 
seguintes etapas:  
1) Agrupamento das cinco imagens de imunomarcação de cada setor 
hipocampal em uma única janela: Image  Stacks  Images to stack; 
2) Conversão de cada imagem de imunomarcação em uma escala de cinza 
de 8-bit: Image  Type  8-bit; 
3) Criação de uma imagem binária de cada imagem original de 
imunomarcação, através da técnica de tresholding (nesta etapa, porções 
coloridas se tornam porções pretas na imagem binária): Image  Adjust  
Treshold (Figura 3); 
4) Conversão completa de cada imagem binária: Apply; 
5) Escolha do parâmetro de análise: Analyze  Set Measurements  Mean 
gray value. Através deste parâmetro (Mean gray value ), o software soma 
os valores de cinza de todos os pixels da janela única e divide pelo número 




como média (mean, na versão original em inglês). Assim, através desta forma 
de avaliação da imunomarcação, foi realizada uma análise que contemplou 
a distribuição da positividade na área amostrada. 
6) Apresentação dos valores das médias correspondentes a cada imagem que 
foi agrupada na janela única, em uma tabela: Plugins  Stacks  Measure 
stack (32).  
 
Figura 2. Imunomarcações para ATP5B, ABSPα3 e GFAP. Cortes histológicos 
seriados de um mesmo setor hipocampal. Em (A), notar marcação granular 
citoplasmática nos neurônios piramidais para ATP5B. Em (B), notar marcação granular 
principalmente no neurópilo para ABSPα3. Em (C), notar marcação dos astrócitos e 





Figura 3. Imunomarcações para ATP5B (A), ABSPα3 (B) e GFAP (C). Os campos 
observados aqui são os mesmos apresentados na figura anterior, após a correção com 
a ferramenta threshold. Notar que as estruturas/regiões destacadas em preto na Figura 
3 correspondem à imunomarcação com os respectivos anticorpos na Figura 2. Objetiva 
20x. 
 
3.7. Avalição clínica do controle das crises no pós-operatório 
 Para avaliar a resposta ao tratamento cirúrgico foi utilizada a Classificação 
de Controle Pós-operatório de Crises Epilépticas de Engel (33) (Quadro 3). Para 
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maior consistência nas análises estatísticas as categorias foram separadas em 
1A vs “não 1A” (1B, 1C e 2B). 
Classe I. Livre de crises incapacitantes  
A. Completamente livre desde a cirurgia;  
B. Crises parciais simples não incapacitantes desde a cirurgia;  
C. Algumas crises incapacitantes após a cirurgia, mas livre de crises incapacitantes 
por um período maior ou igual há 2 anos;  
D. Crises generalizadas com descontinuidade de drogas antiepilépticas apenas. 
Classe II. Crises incapacitantes raras (quase livre das crises) 
A. Inicialmente livre de crises incapacitantes, porém ainda as apresenta raramente; 
 B. Raras crises incapacitantes desde a cirurgia;  
C. Crises incapacitantes ocasionais desde a cirurgia, mas crises raras nos últimos 2 
anos; 
D. Crises noturnas apenas. 
Classe III. Melhora significativa  
A. Redução significativa das crises;  
B. Intervalo livre de crises prolongado, totalizando um período superior a 50% do 
seguimento pós-operatório, mas menor que 2 anos. 
Classe IV. Ausência de melhora significativa  
A. Redução na quantidade das crises;  
B. Sem modificações importantes no controle das crises;  
C. Piora das crises. 
Quadro 3. Classificação de Engel (33). 
3.8. Análise estatística 
 Para descrever o perfil da amostra segundo as variáveis em estudo foram 
feitas tabelas de frequência com valores de frequência absoluta (n) e relativa (%) 
das variáveis categóricas (sexo, crise febril, ...), e estatísticas descritivas das 
variáveis numéricas (idade, contagem de células, ...), com valores de média, 
desvio padrão, valores mínimo e máximo, mediana e quartis.  
 Para comparação da contagem de células entre os 2 grupos (EH e 
controle) foi utilizado o teste de Mann-Whitney, devido à ausência de distribuição 
normal das variáveis e o tamanho reduzido dos grupos. Para analisar a relação 
da contagem de células com os dados clínicos dos pacientes foram utilizados o 
teste de Mann-Whitney (comparação entre 2 grupos) e o coeficiente de 
correlação de Spearman (relação entre variáveis numéricas). O nível de 
significância adotado para os testes estatísticos foi de 5% (P<0.05). Para análise 
estatística foi utilizado o programa computacional The SAS System for Windows 







O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
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de Apresentação para Apreciação Ética, CAAE: 50015315.6.0000.5404, parecer 
1.313.817. Por se tratar de trabalho retrospectivo em material biológico 
parafinado de arquivo, foi dispensada a utilização de Termo de Consentimento 
















4.1. Dados Clínicos 
 Foram estudados 15 indivíduos (n=15) com EH, com idade variando de 
13 até 52 anos (média 35,53 ± 9,91), sendo 7 indivíduos do sexo feminino 
(46,67%) e 8 indivíduos do sexo masculino (53,33%). 
 Dos pacientes estudados, 7 (46,66%) não possuíam antecedente familiar 
de epilepsia, 4 (26,66%) possuíam e 4 (26,66%) desconheciam história de 
epilepsia na família.  
 Quanto às crises febris pregressas, 7 indivíduos (46,66%) não tiveram 
ocorrência, 3 (20%) tiveram e 5 (33,33%) desconheciam tal ocorrência.  
 A idade média de início das crises convulsivas foi de 15,21 anos (±9,88), 
variando entre 2 meses a 36 anos. O tempo de ocorrência de crise pré-operatória 
teve uma média de 20,27 anos (± 11,79), com tempo mínimo de 4 anos e máximo 
de 45 anos. A média de frequência de crises convulsivas pré-operatórias por 
mês, variou de 2 a 34, com média de 9,8 (±9,56) crises mensais. 
 Em relação à Escala de Engel, 10 pacientes (66,67%) foram classificados 
com 1A, ou seja, não tiveram mais crises após a cirurgia, enquanto que 5 
pacientes (33,33%) foram classificados no grupo “não 1A”, ou seja, tiveram 
algum tipo de crise no pós-operatório. 





























Crise febril Engel 
1 M 38 17 anos 8 Não Desconhecido 1A 
2 M 31 26 anos 12 Não Não 1A 
3 F 27 2 meses 10 Desconhecido Desconhecido 2B 
4 M 13 9 anos 8 Não Não 1C 
5 F 32 12 anos 4 Não Não 1A 
6 F 38 15 anos 2 Sim Não 1B 
7 F 52 7 anos 34 Não Sim 1A 
8 F 47 27 anos 4 Não Desconhecido 1A 
9 M 27 12 anos 3 Não Não 1A 
10 M 31 21 anos 8 Sim Não 1A 
11 M 43 4 anos 10 Sim Não 1A 
12 M 49 36 anos 8 Desconhecido Desconhecido 1A 
13 M 33 17 anos 4 Desconhecido Desconhecido 2B 
14 F 38 4 anos 30 Desconhecido Sim 1B 
15 F 34 21 anos 2 Sim Sim 1A 
Quadro 4. Informações clínicas dos 15 pacientes com EH. 
 
4.2. Contagens e Classificação da esclerose hipocampal de acordo com os 
critérios da ILAE 
 
 Em lâminas coradas em HE foi observada perda neuronal mais intensa 
em CA1, seguido pelo CA4, CA3, e em menor grau no CA2. Em relação à 
contagem de neurônios no giro denteado também se observou perda neuronal 
no grupo com EH (Tabela 2 e Figuras 4, 5 e 10). A avaliação por IH através do 
NeuN e MAP2 evidenciou dados semelhantes (Tabelas 3 e 4 e Figuras 6 a 10). 
Sendo assim, verificou-se diferença significativa entre os 2 grupos para: HE, 
NeuN e MAP2 nos setores CA1, CA2, CA3, CA4 e no GD (Gráficos 1 a 15). Os 
padrões de imunomarcação para NeuN e MAP2 foram citoplasmático/nuclear e 
citoplasmático, respectivamente; não sendo observada diferença qualitativa 
entres os grupos controle e esclerose hipocampal. 
 Considerando os critérios da ILAE, todas as amostras com esclerose 
hipocampal foram classificadas como tipo 1, isto é, apresentaram perda celular 







 Grupo Esclerose 
Hipocampal 
Neurônios/CGA ± DP 
Grupo Controle 
Neurônios/CGA ± DP 
 
p 
CA1 1,25 ± 1,97 30,68 ± 9,87 <0.001 
CA2 9,56 ± 4,54 33,02 ± 5,28 <0.001 
CA3 6,68 ± 6,03 32,82 ± 5,29 <0.001 
CA4 4,00 ± 4,12 20,24 ± 4,02 <0.001 
GD 80,31 ± 19,59 111,38 ± 24,71 0.003 
Tabela 2. Média do número de neurônios em um campo de grande aumento (CGA) e 
desvio padrão (DP) nos setores hipocampais e giro denteado (GD), nos grupos com 
esclerose hipocampal e controle em lâminas coradas em HE. 
 
 
 Grupo Esclerose 
Hipocampal 
Neurônios/CGA ± DP 
Grupo Controle 
Neurônios/CGA ± DP 
 
p 
CA1 1,69 ± 1,84 27,32 ± 3,90 <0.001 
CA2 11,28 ± 5,44 33,44 ± 4,23 <0.001 
CA3 8,17 ± 8,69 33,66 ± 3,85 <0.001 
CA4 4,04 ± 4,93 20,74 ± 4,09 <0.001 
GD 89,09 ± 21,07 126,14 ± 37,88 0.006 
Tabela 3.  Média do número de neurônios em um campo de grande aumento (CGA) e 
desvio padrão (DP) nos setores hipocampais e giro denteado (GD), nos grupos com 







 Grupo Esclerose 
Hipocampal 
Neurônios/CGA ± DP 
Grupo Controle 
Neurônios/CGA ± DP 
 
p 
CA1 2,23 ± 3,12 25,68 ± 4,98 <0.001 
CA2 10,75 ± 4,81 35,48± 5,00 <0.001 
CA3 8,87 ± 7,00 32,86 ± 3,75 <0.001 
CA4 4,76 ± 4,03 20,9 ± 5,08 <0.001 
GD 83,92 ± 27,48 114,08 ± 26,22 0.007 
Tabela 4. Média do número de neurônios em um campo de grande aumento (CGA) e 
desvio padrão (DP) nos setores hipocampais e giro denteado, nos grupos com esclerose 

























Figura 4. Achados morfológicos nos setores hipocampais dos indivíduos do grupo controle. 
CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D, metade inferior do campo amostrado) e giro dentado (D, terço 
superior do campo amostrado). A densidade celular e as características citológicas (forma e 
orientação) dos neurônios piramidais de cada setor hipocampal e no giro denteado são 
representativas do espectro da normalidade observado nas diferentes amostras deste grupo. 









Figura 5. Achados morfológicos nos setores hipocampais dos pacientes com esclerose 
hipocampal. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D, centro do campo amostrado) e giro dentado (D, 
canto superior direito do campo amostrado). Notar redução do número de neurônios nos setores 
hipocampais e no giro denteado, com predomínio de perda de células piramidais em CA1 e CA4. Há 












Figura 6. Imunomarcação para MAP2 nos setores hipocampais dos indivíduos do grupo 
controle. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D, metade superior do campo amostrado) e giro dentado 
(D, terço inferior do campo amostrado). Notar marcação no citoplasma e prolongamentos celulares 
de neurônios. A densidade celular e as características citológicas (forma e orientação) dos neurônios 
piramidais de cada setor hipocampal e no giro denteado são representativas do espectro da 










Figura 7. Imunomarcação para MAP2 nos setores hipocampais dos pacientes com esclerose 
hipocampal. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D, centro do campo amostrado) e giro dentado (D, 
canto superior esquerdo do campo amostrado). Notar marcação no citoplasma e prolongamentos 
celulares de neurônios, bem como redução acentuada do número de neurônios nos setores 












Figura 8. Imunomarcação para NeuN nos setores hipocampais dos indivíduos do grupo 
controle. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D, metade inferior do campo amostrado) e giro dentado 
(D, terço superior do campo amostrado). Há marcação fraca no núcleo e/ou citoplasma de neurônios 
piramidais e do giro denteado. A densidade celular e as características citológicas (forma e 
orientação) dos neurônios piramidais de cada setor hipocampal e no giro denteado são 












Figura 9. Imunomarcação para NeuN nos setores hipocampais dos pacientes com esclerose 
hipocampal. CA1 (A), CA2 (B, centro do campo), CA3 (C), CA4 (D, metade inferior do campo 
amostrado) e giro dentado (D, terço superior do campo amostrado). Há marcação fraca no núcleo 
e/ou citoplasma de neurônios piramidais e do giro denteado. Notar redução acentuada do número de 
neurônios nos setores hipocampais e no giro denteado (predomínio de perda de células piramidais 








Figura 10. Achados morfológicos e de imunomarcação no giro denteado dos 
indivíduos do grupo controle. Hematoxilina e eosina (A), NeuN (B) e MAP2 (C). Notar 
a densidade e disposição das células granulares do giro denteado, as quais são 
representativas do espectro da normalidade observado nas diferentes amostras deste 







Figura 11. Achados morfológicos e de imunomarcação no giro denteado dos 
pacientes com esclerose hipocampal. Hematoxilina e eosina (A), NeuN (B) e MAP2 
(C). Notar redução da densidade das células granulares, em comparação com aquela 
dos indivíduos controles. Ainda, observa-se maior distanciamento entre estas células, 






Gráfico 1. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes corados pela hematoxilina e eosina em campo de grande 
aumento no setor CA1 nos pacientes do grupo controle e com esclerose 
hipocampal (EH). Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs 




Gráfico 2. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para NeuN em campo de grande aumento no 
setor CA1 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 




Gráfico 3. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para MAP2 em campo de grande aumento no 
setor CA1 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 
observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p < 0.001). 





























































Gráfico 4. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes corados pela hematoxilina e eosina em campo de grande 
aumento no setor CA2 nos pacientes do grupo controle e com esclerose 
hipocampal (EH). Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs 




Gráfico 5. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para NeuN em campo de grande aumento no 
setor CA2 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 




Gráfico 6. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para MAP2 em campo de grande aumento no 
setor CA2nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 
observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p < 0.001). 
  































































Gráfico 7. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes corados pela hematoxilina e eosina em campo de grande 
aumento no setor CA3 nos pacientes do grupo controle e com esclerose 
hipocampal (EH). Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs 
controle; p < 0.001). 
 
 
Gráfico 8. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para NeuN em campo de grande aumento no 
setor CA3 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 
observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p < 0.001). 
 
 
Gráfico 9. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para MAP2 em campo de grande aumento no 
setor CA3 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 
observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p < 0.001). 
  































































Gráfico 10. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes corados pela hematoxilina e eosina em campo de grande 
aumento no setor CA4 nos pacientes do grupo controle e com esclerose 
hipocampal (EH). Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs 
controle; p < 0.001). 
 
 
Gráfico 11. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para NeuN  em campo de grande aumento 
no setor CA4 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). 
Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p < 0.001). 
 
 
Gráfico 12. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para MAP2 em campo de grande aumento no 
setor CA4 nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). Foi 
observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p < 0.001). 
 
  

























































Gráfico 13. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes corados pela hematoxilina e eosina em campo de grande 
aumento no giro denteado nos pacientes do grupo controle e com esclerose 




Gráfico 14. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para NeuN  em campo de grande aumento 
no giro denteado nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal 
(EH). Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p=0.006). 
 
 
Gráfico 15. Gráfico de colunas apresentando a média do número de neurônios 
contados em cortes imunomarcados para MAP2 em campo de grande aumento no 
giro denteado nos pacientes do grupo controle e com esclerose hipocampal (EH). 
Foi observada diferença significativa entre os grupos (* EH vs controle; p=0.007). 
  



























































4.3. Análise da expressão tecidual das imunomarcações para ATP5B, 
ABSPα3 e GFAP 
4.3.1. ATP5B 
 O padrão de marcação celular observado para ATP5B foi citoplasmático 
e granular (Figuras 12 e 13), não se identificando diferença com relação a este 
padrão entre os grupos controle e esclerose hipocampal.  
Com relação à expressão tecidual da imunomarcação para ATP5B, 
medida pelo programa ImageJ, foram observadas as seguintes médias em cada 
uma das regiões hipocampais avaliadas nos dois grupos estudados: CA1 (EH: 
9197.1 ± 4219,8 vs C: 18695 ± 7960,0, p=0.002); CA2 (EH: 9181,6 ± 4969,1 vs 
C: 18571 ± 10903, p=0.011); CA3 (EH: 8069,4 ± 3996,0 vs C: 18524 ± 8075,1, 
p=0.002); CA4 (EH: 7475,0 ± 2988,0 vs C: 11357 ± 5087,9, p=0.04); GD (EH: 
14957 ± 5985,7 vs C: 21556 ± 7324,1, p=0.023) (Figuras 12 e 13). Sendo assim, 
verificou-se diferença significativa entre os 2 grupos em relação à expressão 
tecidual da imunomarcação para ATP5B nos setores CA1, CA2, CA3, CA4 e no 




































Figura 12. Imunomarcação para ATP5B nos setores hipocampais e giro denteado dos 
indivíduos do grupo controle. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D) e giro dentado (E). Há marcação 






























Figura 13. Imunomarcação para ATP5B nos setores hipocampais e giro denteado dos pacientes 
com esclerose hipocampal. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D) e giro dentado (E). Há marcação 
citoplasmática e granular de neurônios piramidais e do giro denteado. Notar redução acentuada do 
número de neurônios e consequentemente da expressão tecidual nos setores hipocampais e no giro 










 A expressão tecidual de ABSPα3 foi verificada predominantemente no 
neurópilo, com aspecto granular (Figuras 14 e 15). À avaliação qualitativa, não 
foi notada diferença com relação a tal expressão entre os dois grupos avaliados. 
Com relação à expressão tecidual da imunomarcação para ABSPα3, 
medida pelo programa ImageJ, foram observadas as seguintes médias em cada 
uma das regiões hipocampais avaliadas nos dois grupos estudados: CA1 (EH: 
16342 ± 10604 vs C: 21244 ± 11975, p=0.222); CA2 (EH: 19702 ± 11768,1 vs C: 
20107 ± 7404,3, p=0.437); CA3 (EH: 19267 ± 11997 vs C: 22953 ± 10413, 
p=0.244); CA4 (EH: 16106 ± 5413 vs C: 19890 ± 10424, p=0.244); GD (EH: 
20630 ± 8980,1 vs C: 17166 ± 9031,5, p=0.471) (Figuras 14 e 15). Desta forma, 
não houve diferença significativa entre os dois grupos em relação à expressão 






































Figura 14. Imunomarcação para ABSPα3 nos setores hipocampais e giro denteado dos 
indivíduos do grupo controle. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D) e giro dentado (E). Há marcação 






























Figura 15. Imunomarcação para ABSPα3 nos setores hipocampais e giro denteado dos 
pacientes com esclerose hipocampal. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D) e giro dentado (E). Há 










 A marcação para GFAP foi detectada no citoplasma de astrócitos (Figuras 
16 e 17). À análise qualitativa, foram verificados prolongamentos celulares mais 
espessos e em maior número nos astrócitos (gliose) dos espécimes dos 
pacientes com esclerose hipocampal, em comparação com os controles.  
 Com relação à expressão tecidual da imunomarcação para GFAP, medida 
pelo programa ImageJ, foram observadas as seguintes médias em cada uma 
das regiões hipocampais avaliadas nos dois grupos estudados: CA1 (EH: 21753 
± 6382,7 vs C: 5887,3 ± 5158,1, p<0.001); CA2 (EH: 22242 ± 6053 vs C: 12998 
± 6186,5 p=0.003); CA3 (EH: 21240 ± 7334,8 vs C: 16778 ± 5543,7, p=0.12); 
CA4 (EH: 19396 ± 7526,1 vs C: 17175 ± 5104,6, p=0.5); GD (EH: 26463 ± 
9824,3,1 vs C: 26537 ± 8726,9, p=0,78) (Figuras 16 e 17). Sendo assim, 
identificou-se diferença significativa entre os 2 grupos em relação à 
imunomarcação para GFAP nos setores CA1 e CA2, sendo que os maiores 




































Figura 16. Imunomarcação para GFAP nos setores hipocampais e giro denteado dos indivíduos 
do grupo controle. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D) e giro dentado (E). Observar marcação no 





























Figura 17. Imunomarcação para GFAP nos setores hipocampais e giro denteado dos pacientes 
com esclerose hipocampal. CA1 (A), CA2 (B), CA3 (C), CA4 (D) e giro dentado (E). Observar 








4.4. Análise comparativa entre dados clínicos, contagem de neurônios e 
intensidade das imunomarcações para ATP5B, ABSPα3 e GFAP 
 No grupo esclerose hipocampal, não se identificou associação entre o 
número de neurônios (nos setores hipocampais ou no giro denteado) e os 
seguintes dados clínicos: sexo, antecedente familiar, antecedente pessoal de 
crise febril e classificação de Engel. Da mesma forma, não se verificou 
associação entre intensidade das imunomarcações (para ATP5B, ABSPα3 ou 
GFAP) e os mesmos dados clínicos.  
Por outro lado, houve correlação significativa entre a frequência de crises 
pré-operatórias e número de neurônios contados no setor CA1 dos cortes 
corados em HE. Especificamente, quanto maior a frequência de crises no 
período pré-operatório, menor o número de neurônios residuais contados no 






Gráfico 16. Gráfico de dispersão representando a correlação entre a contagem de 
neurônios em lâminas coradas em HE no setor hipocampal CA1 e a frequência de 
crises pré-operatórias mensais. Houve correlação significativa entre as variáveis, 
sendo que quanto maior a frequência de crises no período pré-operatório, menor 
o número de neurônios residuais contados no setor CA1. Coeficiente de correlação 




















 O presente estudo teve como um dos objetivos, traçar um panorama sobre 
os achados histopatológicos da EH na população brasileira, já que não há relatos 
de outros estudos com o mesmo propósito na literatura.   
 No nosso trabalho foi observada perda neuronal mais intensa em CA1, 
seguido pelo CA4, CA3, e em menor grau no CA2, tanto quando se utilizou 
anticorpos para neurônios (MAP2 e NeuN), quanto na contagem em lâminas 
coradas em HE. Desta forma, todos os nossos espécimes cirúrgicos foram 
classificados como tipo 1 considerando-se os critérios propostos na última 
classificação da ILAE (19). Estes dados são similares aos descritos por outros 
autores. No artigo de consenso internacional que propôs uma classificação 
histopatológica para esclerose hipocampal, Blümcke et al (2013) (19) descrevem 
o tipo I como o mais comum entre os tipos de EH, correspondendo a cerca de 
60 a 80% dos casos. Esta frequência de casos corrobora o fato de o setor CA1 
ser o mais sensível e o mais gravemente afetado, com cerca de 80% de perda 
celular (5). Os outros setores também mostram perda expressiva de células 
neuronais, sendo cerca de 30-50% de neurônios piramidais em CA2, 30-90% de 
neurônios em CA3 e 40-90% de neurônios em CA4. Por sua vez, o giro denteado 
apresenta perda de aproximadamente 50-60% de células granulares. Assim, 
através do presente estudo, obtivemos a informação original de que, numa 
população brasileira acompanhada em centro de referência para tratamento 
cirúrgico de epilepsia, o tipo predominante também é o 1. Neste sentido, 
considerando-se a fácil aplicação dos critérios diagnósticos propostos pela ILAE 
para se caracterizar a esclerose hipocampal, podemos inferir que a utilização 
rotineira desta classificação facilitará comparações entre resultados obtidos em 
instituições diferentes visando ampliar o conhecimento sobre a fisiopatogênese 
desta importante e frequente causa de epilepsia. 
  Além disso, sabe-se que a perda de células neuronais do hipocampo 
pode se associar com gliose moderada a intensa. Esta última é representada 
pelo aumento no número e/ou volume dos astrócitos e deposição de fibrilas 
gliais, assumindo um aspecto ricamente fibrilar. No nosso estudo, apesar de 
termos verificado diferença significativa entre os 2 grupos em relação à 
imunomarcação para GFAP nos setores CA1 e CA2 (maiores valores no grupo 
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esclerose), não foi observada diferença significativa nos outros setores (CA3 e 
CA4) e no giro denteado. Levanta-se a hipótese de alguma variável técnica ter 
influenciado estes resultados, já que o evento de perda neuronal seguido de 
gliose é bem estabelecido dentro dos conhecimentos neuropatológicos.   
 Ainda que perda celular e gliose sejam reconhecidamente aspectos 
morfológicos clássicos da esclerose hipocampal, o(s) fator(es) etiológico(s) e os 
mecanismos fisiopatogênicos da esclerose hipocampal são desconhecidos. 
Neste sentido, diversos modelos experimentais têm sido utilizados para se 
compreender melhor a fisiopatogênese da esclerose hipocampal. De fato, no 
presente estudo, investigamos a distribuição tecidual das proteínas ATPase da 
bomba sódio/potássio (subunidade alfa-3) e da ATP sintase mitocondrial 
(subunidade beta), cujas expressões mostraram-se alteradas no modelo de 
crises induzidas por estímulos elétricos. Por sua vez, modelos experimentais de 
epilepsia do lobo temporal (ELT) induzidos por administração de agentes 
químicos (como a pilocarpina) a roedores forneceram dados neuropatológicos 
similares àqueles verificados em pacientes com ELT, porém com danos teciduais 
extensos, isto é, comprometendo outras estruturas do sistema nervoso central 
além do hipocampo (24, 25). Neste contexto, em 2010, Norwood et al. (26) 
descreveram um modelo animal de ELT em que se induzem danos teciduais 
mais restritos ao hipocampo. O modelo baseia-se em estimulações elétricas 
restritas e consecutivas na via perfurante, a principal aferência ao hipocampo. 
Desta forma, estes autores verificaram alterações no modelo experimental mais 
semelhantes ao padrão de EH e crises recorrentes que se verificam em 
pacientes com ELT.  
 Com modelo experimental baseado em estimulações elétricas, Canto et 
al. (2015) (27) estudaram, utilizando técnicas de proteômica baseada em 
espectrometria de massas, proteínas diferencialmente expressas no giro 
denteado dorsal e ventral do hipocampo de ratos. Neste contexto, após a análise 
por spectral counting nos espécimes experimentais, identificamos que a 
subunidade beta da ATP sintase mitocondrial (ATP5B) e ATPases de membrana 
poderiam estar associadas com epilepsia e procedemos à investigação 




 Especificamente, sabe-se que a proteína ATP5B é uma subunidade da 
ATP sintase mitocondrial, a qual catalisa a síntese de ATP durante o processo 
de fosforilação oxidativa, utilizando um gradiente eletroquímico de prótons. Este 
processo é a principal fonte de ATP em neurônios (28). Esta proteína é 
encontrada em vários tecidos humanos, sendo que as maiores quantidades são 
detectadas, em ordem decrescente, no coração, rim, cólon e duodeno (34). 
 Até onde sabemos, não há relatos prévios de alteração de expressão de 
ATP5B em espécimes cirúrgicos de indivíduos submetidos a tratamento de 
esclerose hipocampal. No entanto, expressão alterada desta proteína tem disso 
descrita em outras condições/doenças neurológicas. De fato, Xu & Li (2016) (35) 
encontraram aumento significativo da expressão da ATP5B tanto em células 
gliais neoplásicas quanto em células endoteliais da microvasculatura do 
glioblastoma multiforme (GBM), quando comparado com tecido cerebral normal. 
Esse aumento da expressão foi encontrado na quantificação do RNA 
mensageiro que codifica esta proteína e através de imunoistoquímica em cortes 
histológicos do GBM. Segundo os autores, a elevação da ATP5B nesse tumor, 
é provavelmente devido a uma tentativa de atender a alta demanda de ATP das 
células neoplásicas. 
 No nosso trabalho, verificamos diferença significativa entre o grupo 
controle e aquele formado por indivíduos com esclerose hipocampal com relação 
a imunomarcação para ATP5B nos setores CA1, CA2, CA3, CA4 e no DG. 
Especificamente, verificamos que os níveis de expressão desta proteína foram 
menores no grupo esclerose. Estes achados são semelhantes aos resultados no 
modelo experimental de Canto et al. (2015) (27). Considerando as funções 
fisiológicas da ATP5B, os resultados que verificamos no presente estudo e 
aqueles obtidos em modelo experimental, podemos propor que a redução da 
expressão da ATP5B na esclerose hipocampal seja decorrente da perda 
neuronal. Desta forma, haveria uma possível relação de causa e consequência 
entre as crises convulsivas e a redução da expressão da proteína ATP5B, sendo 
que esta última seria decorrente da redução da população neuronal nos 
diferentes setores hipocampais e no giro denteado.   
 Por sua vez, ATPases de membrana tem sido associadas com alteração 
da excitabilidade celular e/ou epileptogênese (29,30,31). Especificamente, no 
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presente estudo, investigamos a subunidade alfa-3 da ATPase da bomba 
sódio/potássio (ABSPα3). Esta subunidade, codificada pelo gene ATP1A3, é 
predominantemente expressa em neurônios. Em condições fisiológicas, a 
ABSPα3 participa do estabelecimento e manutenção dos gradientes 
eletroquímicos de íons Na e K através da membrana plasmática. Esses 
gradientes são essenciais para a regulação da osmolaridade e da excitabilidade 
elétrica (12). Além disso, descreveu-se relação entre doenças neurológicas 
motoras e mutações no gene ATP1A3.  
 De fato, foi descrita forte correlação entre mutações neste e distonia 
parkinsoniana de início rápido e hemiplegia alternante da infância. Essas 
descobertas sugerem relação de duas doenças neurológicas clinicamente 
distintas com um mesmo gene, embora o mecanismo de como essas mutações 
conduziriam à doença ainda é desconhecido. Atualmente, entende-se que estas 
mutações ocorrem raramente na população em geral. No entanto, quando isso 
ocorre, o risco de desenvolver uma doença neurológica grave é muito alto. Com 
isso abriu-se uma nova e importante área de pesquisa com o intuito de investigar 
quais outras doenças poderiam estar associadas com mutações no gene 
ATP1A3. Neste sentido, ainda que os mecanismos sejam desconhecidos, 
considerou-se que tais mutações também poderiam estar envolvidas com outras 
condições que cursam com excitabilidade neuronal alterada, como epilepsia. Em 
acordo com este possível contexto, Vaillend et al (2002) verificaram diminuição 
da atividade de Na+/K+-ATPase e ocorrência de atividade epileptiforme no setor 
CA1 em cortes de hipocampos de ratos (29). 
 No nosso estudo, diferente do observado com a proteína ATP5B, a 
expressão tecidual de ABSPα3 não apresentou diferença quando comparamos 
espécimes de esclerose hipocampal com hipocampos de indivíduos controles. 
Assim, é possível que, no hipocampo humano, a alteração da expressão desta 
enzima não seja o principal fator determinante da perda neuronal. Por outro lado, 
visto que estudamos espécimes de indivíduos com longa história de crises e nos 
quais detectamos extensa perda celular, não podemos descartar a possibilidade 
de que, ao longo do processo de perda celular, tenha ocorrido alteração na 
expressão desta proteína e que a mesma tenha repercutido em alterações da 
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homeostase iônica/excitabilidade elétrica neuronal, levando à perda celular que 
verificamos em etapas tardias da esclerose hipocampal. 
 Ao comparar nossos dados morfológicos e de expressão das proteínas 
com dados clínicos, verificamos que não houve diferença significativa com 
relação a histórico de crises febris para nenhuma das variáveis. Desta forma, 
ainda que se saiba da possível associação entre crises febris e EH do tipo 1 (50 
a 76% dos casos, segundo Thom, 2014) (36), nossos dados não favorecem 
relação entre a perda celular nos diversos setores hipocampais e alteração do 
metabolismo oxidativo e da excitabilidade celular neuronal em hipocampos com 
esclerose em fase avançada (perda celular e gliose intensas). De forma similar, 
não foi detectada diferença entre a classificação de Engel e a perda neuronal e 
a expressão das proteínas ATP5B e ABSPα3, não sendo possível predizer 
através destas análises histopatológicas, quais pacientes teriam melhor controle 
das crises no pós-operatório. Entretanto, há dados na literatura que evidenciam 
melhor controle destas em pacientes com EH do tipo 1 (70 a 85% de pacientes 
livres de crises após 2 anos da cirurgia) (36). Sendo assim, a própria 
classificação da ILAE seria capaz de predizer a recorrência das crises. 
 Por fim, nossos dados mostram que há correlação entre frequência de 
crises pré-operatórias e o número de neurônios presentes em CA1. 
Particularmente, verificamos redução significativa do número de neurônios deste 
setor hipocampal e frequência de crises pré-operatórias. Tais fatos corroboram 
os relatos na literatura de que este setor hipocampal seja, de fato, o mais 
susceptível a estímulos deletérios. Segundo Hatanpaa et al (2014) (37), sabe-se 
que o setor CA1 é seletivamente mais vulnerável a perda neuronal em algumas 
condições neurológicas que não só a epilepsia do lobo temporal, como por 
exemplo na demência fronto-temporal e na lesão isquêmica do hipocampo. 
Embora os mecanismos envolvidos na vulnerabilidade seletiva dos neurônios do 
hipocampo não sejam completamente compreendidos, existem duas hipóteses 
estabelecidas que merecem destaque. Na lesão hipóxico-isquêmica, existem 
fortes evidências que apoiam o papel da excitotoxicidade causado pelo 
glutamato. Este, quando em concentrações elevadas, desencadeia influxo 
excessivo e descontrolado de Ca2+ na célula, ultrapassando a sua capacidade 
de estocagem e levando a apoptose. Em estudos experimentais mostrou-se que 
há maior quantidade de receptores do glutamato em células do CA1, quando 
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comparado com outros setores hipocampais. A outra hipótese não relacionada 
à lesão hipóxico-isquêmica, mas principalmente em doenças 
neurodegenerativas, argumenta que o CA1 é mais vulnerável à ineficiência da 






6.1. Todos os espécimes cirúrgicos com esclerose hipocampal foram 
classificados como tipo 1, segundo a proposta de classificação da ILAE. 
6.2. Não houve diferença significativa na expressão tecidual de ABSPα3 entre 
os grupos com EH e controle. 
6.3. Houve diferença significativa entre o grupo controle e o com EH com 
relação a imunomarcação para ATP5B em todos os setores e no DG. 
6.4. Não houve correlação entre o número de neurônios e os seguintes dados 
clínicos: sexo, antecedente familiar, antecedente pessoal de crise febril e 
classificação de Engel.  
6.5. Houve correlação significativa entre a frequência de crises pré-operatórias 
e número de neurônios contados no setor CA1 dos cortes corados em HE 
6.6. Não houve correlação entre expressão tecidual das imunomarcações 
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